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摘要 MURR (Capparis masaikai Lévl. ) 种 子 分 离 鉴定 了 二 种 甜 蛋 白 : SERI ( mabinlin 
了 或 MaI) 分 子 量 MW11600， 等 电 点 pI 11.8, SE E E. (mabinlin E RMa f) MW 10400, pI 11.3。 另 
一 组 分 mabinlin 夏 MW10200, pl 11.8， 可 能 是 提取 过 程 产物 。Ma 开 有 84 个 和 氨基酸 残 茜 ， Mal D154, 
它们 有 80 个 氨基 酸 残 基 是 共同 的 ， 都 是 缺 丝 氨 酸 和 和 蛋氨酸 的 单一 多 肽 链 。Ma 工 还 缺 赖 氨 酸 和 了 酷 氨 酸 。 测 不 
出 有 自由 SH 基 。 在 8 M 尿 素 中 用 瑟 基 乙醇 还 原 处 理 ， 两 种 甜 蛋 白 分 子 都 可 转变 为 二 聚 体 而 失去 甜 味 。 

自 去 党 脱脂 的 种 子 干粉 中 提取 Mal 和 Ma 下 的 得 率 依 所 用 溶剂 和 提取 条 件 而 异 。 用 50% 丙酮 水 溶液 提 
取 ， 继 用 CM- 纤 维 素 分 离 ， 甜 蛋白 的 得 率 达 13% 。 用 水 或 0.1V pH6.2 娩 酸 缓 冲 液 提 取 ， 得 率 低 于 1%。 

关键 词 HEUS MKREA 


SORTS IR GRRE (Capparis masaikai Lévl.) 种子 引 起 持久 性 甜 味 的 物质 是 一 
种 碱 性 蛋白 ， 称 马 槟 构 甜 蛋白 (mabinlin》522 。 今 对 提取 和 分 离 甜 蛋 白 的 方法 作 了 改 
进 ， 证 明 甜 蛋白 是 马 槟 郴 种 子 的 主要 蛋白 成 分 ， 提 人 制 的 产 率 可 达 脱 脂 干 种 仁 的 13% 。 除 
了 前 曾 报 道 的 主要 甜 蛋 白 组 分 1 (mabinlin I ， 略 写 Ma 了) 以 外 ， 尚 分 离 到 甜 蛋白 组 分 
I (mabinlin 工 ， 略 写 MaI) 。 对 它们 的 特性 作 了 分 析 比 较 ， 从 而 为 进一步 认识 其 SH 
味 的 决定 因素 和 它们 的 相互 关系 提供 线索 。 


材 料 和 方法 


1. 材 料 ”新鲜 的 成 熟 马 槟 椰 果 实用 塑料 布 包扎 ， 在 室温 下 放置 6 天 ， 待 果肉 变 软 ， 
剥离 出 种 子 ， 阴 于 ， 存 放 于 5°C 冰 箱 中 ， 存 放 期 二 年 。 使 用 时 将 种 子 去 党 、 粉 碎 ， 种 子 
粉末 用 石油 醚 (沸点 30 一 60°C) 浸 提 脱脂 ， 干 种 子 含油 量 为 30%。 脱 脂 种 子 干粉 于 5 °C 
存放 备用 。 

2. 甜 蛋白 的 提取 和 分 离 

除 试验 说 明 外 ， 均 采用 丙酮 水 溶液 提取 法 。 每 克 脱 脂 干 粉 加 50% 丙 酮 水 溶液 10 一 20 
毫升 ， 在 室温 下 快速 搅拌 提取 OO, BOER. MRRP MIN 氢 氧 化 钠 至 试 
纸 检查 pH10 左右 ， 即 发 生 沉淀 ， 将 沉淀 离心 分 离 出 ， 加 适量 水 ， 用 1N 盐酸 调 pH 6 
左右 使 蛋白 溶解 ， 该 溶液 供 送 甲 基 纤 维 素 柱 层 析 分 离 。 





本 文 于 1984 年 5 月 ?日 收 到 。 
+ 本 研究 项 目 受 国家 科 委 资助 。 
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yp Wakes ade CM-52 ( Whatman 产品 ) Na 型 悬 于 燕 饮 水 中 装 柱 。 样 品 液 直接 上 
柱 ， 用 蒸馏 水 洗 到 流出 液 280nm 无 吸收 ， 然 后 用 0.2NW，0.45V 和 0.8N 氧化 钠 溶液 顺 
序 分 步 洗 脱 ， 紫 外 检测 器 280nm 检测 ， 收 集 各 蛋白 质 组 分 。 各 部 分 用 Visking 透析 袋 在 
室温 下 对 蒸馏 水 透析 脱盐 ， 或 用 Diaflo YM-10 HUE UR BERE, TRA, 经 冰冻 干燥 后 
于 5°C 冰 箱 中 保存 。 

3. 电 泳 方法 

甜 蛋 白 的 鉴定 和 分 子 量 测定 主要 用 SDS 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 垂 直板 电泳 方法 ， 采 用 
Laemmli (1970) 的 Tris-HCL 和 Tris- 甘 氨 酸 缓冲 系统 55?， 胶 浓 度 15%， 用 作 分 子 量 
标准 的 蛋白 质 组 为 Bio Rad 产品 ， 共 6 种 蛋白 ， 分 子 量 范围 为 10 “一 10 ， 见 图 4。 

聚 丙烯 酰胺 梯度 电泳 方法 参见 文献 17。 但 用 酸性 电泳 系统 ， 分 离 胶 pH 4.3， 电 极 
缓冲 液 为 B - 丙 氨 酸 醋酸 深 液 ，pH4.558 7。 样 品 液 不 加 任何 变性 剂 。 电 泳 在 8 一 10°C 进 
行 ， 恒 压 150 伏 ， 电 泳 16 小 时 至 电泳 电流 接近 零 。 用 作 分 子 量 标准 的 蛋白 质 为 核 糖 核酸 
HR (MW 13500) 和 大 豆 胰 蛋白 酶 抑制 剂 CMW 21500) , 

4. 光 谱 测定 

甜 蛋 自 用 0.1N pH4.5 栈 酸 钠 缓冲 液 配制 ， 浓 度 1 mg/ml 左右 ， 在 岛 津 UV210A 紫 


外 分 光 光 度 计 上 测定 紫外 光谱 ， 并 测 出 2% 值 。 同 样 溶液 用 日 立 850 草 光 分 光 光度 计 测 


出 莹 光 光 谱 ， 激 发 光波 长 280nm 和 295nm 。 

5. 氨 基 酸 分 析 

按 常规 ON 盐酸 水 解 程序 ， 于 日 立 835-50 型 氨基 酸 自动 分 析 仪 测定 。 蛋 白质 中 色 氨 
酸 含量 按 Spies (1967) FA, AARE ARKE M PERE A (DAB) 比 色 
测定 c9]。 在 由 氨基 酸 含量 推算 氨基 酸 残 基数 时 ， 由 于 甜 蛋 白 不 含 甲 硫 氮 酸 , 人 为 选 定 丙 
氨 酸 残 基数 为 7 ， 这 样 推算 出 的 分 子 量 与 电泳 测定 的 分 子 量 基本 相符 。 

6. 琉 基 测 定 和 双 硫 键 还 原 裂解 

2 SH 基 的 测定 按 Ellman (1959) 方法 (43，8mg DTNB F100ml0. 1N BE 
酸 氨 二 钠 溶液 (PH~ 8 ) ， 蛋 白质 水 溶液 与 DTNB 溶液 以 1 : 1 体积 混合 ， 在 2 小 时 
内 于 412 nm 处 测定 吸收 值 ， 计 算出 SH SERRE. 

蛋白 质 的 双 硫 键 还 原 裂 解 反 应 按 Needleman 引 述 的 Crestfield 等 人 (1963) 的 程 
RECO, 在 本 试验 中 ， 还 原 裂解 反应 产物 通过 Sephadex G25 柱 ， 用 蒸馏 水 洗 脱 ， 除 去 还 
原 剂 斑 基 乙醇 和 尿素 ， 分 出 蛋白 组 分 ， 再 经 CM- 纤 维 素 柱 层 析 纯 化 ， 脱盐 后 供电 vk 分 
析 。 


结 果 与 分 本 


1. 甜 蛋白 的 提取 和 分 离 

用 丙酮 水 溶液 提取 和 用 闭 甲 基 纤 维 素 柱 层 析 分 离 甜 蛋白 能 得 到 良好 效果 。 图 1 示 用 
SDS-PAGE 鉴定 出 马 檬 稳 种 子 有 6 个 显 见 的 蛋白质 成 分 ， 按 分 子 量 由 大 到 小 为 &，a， 
f ，b，d，c。 组 分 & 当 用 丙酮 水 溶液 提取 时 即 可 排除 。 其 他 5 个 组 分 用 羧 四 基 纤维 


1 期 WARS. ARMA AM OE MERA MEEA Igi 3 
素 柱 层 析 得 到 很 好 分 离 (图 2) 。 其 中 ， 由 0.45N 氮 化 钠 洗 脱 的 组 分 c 具有 甜 味 ， 称 为 
APA (Mal) ， 等 电 点 为 11.3521。 由 0.8N 氯 化 钠 洗 脱 所 得 组 分 d 称 为 甜 蛋白 I 
(Mal) ， 前 曾 报道 ， 等 电 点 11.8523。 二 者 的 甜 味 性 质 和 强度 相同 。 由 100 克 脱脂 种 子 
干粉 得 Ma I8.9 克 ，MaI1.4 克 ， 总 得 率 为 10.3%， 这 远 远 超过 以 前 采用 的 用 水 提取 和 
用 硫酸 铵 分 部 沉淀 法 的 得 率 。 如 果 50% 丙 酮 水 溶液 的 甜 蛋 白 提 取 液 不 调 pH 使 蛋白 沉 
淀 ， 直 接 上 CM- 纤 维 素 分 离 ， 则 甜 蛋白 的 得 率 可 达 13% ( 表 1) 。 
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Manes BU Ro —H6 DP 
i 0,» N | ON | 0.8N 
图 1 DOEBDRCIGEUABSSDS-SEPS AS BER: UE UG BLUE TK RE ALA BA Elution volume of NaCl solution 
HERUBSKEL Hoa. b.c, dA 图 2 BESRCURERECM-HHDRUHEUI A ES UR AR. 
分 。 甜 蛋白 Ma (O , Mal (D. 组 分 C 为 Ma ， 组 分 d 为 Ma 工 。 
Fige 1 SDS-PAGE patterns of seed Fig: 2 Chromatography cf seed protein on CM-cellulose 
protein, Five components were column. c; Sweet protein Ma J, d: Mal. 
showed, sweet protein Ma] (0), 
Mal d). 


2. 提 取 和 分 部 条 件 对 甜 蛋 白 产 率 和 组 成 的 影响 

HX 1 各 项 试验 结果 ， 在 常温 下 用 水 或 用 pH 6.2 的 绥 冲 液 提取 甜 蛋 白 ， 得 率 很 
低 ， 仅 为 1 %。 在 pH 2 酸性 条 件 下 提取 ， 或 用 10% 甘 油水 溶液 提取 ， 或 用 较 高 浓度 的 
硫酸 馈 溶液 提取 ， 得 率 提高 到 5 %。 用 50% 丙 酮 水 溶液 提取 ， 得 率 高 达 13%。 

JAA A GER, APRA Mal 和 Ma 的 相对 量 也 不 同 。 表 1 No.1 一 3 组 试验 
用 缓冲 液 、 稀 盐酸 和 甘油 水 溶液 提取 时 ,. Ma I /Ma 比值 小 于 2 。 而 No. 5, 6 试验 组 
用 丙酮 水 溶液 提取 ，Ma I /Mal 比值 大 于 6 。 

图 3 试验 表明 ， 脱脂 于 粉 在 下 述 二 种 提取 条 件 下 ， 提 取 液 中 有 另 一 甜 蛋 白 组 分 下 
(Mall) : 将 完好 的 去 壳 种 子 在 常温 下 用 水 浸泡 4 天 的 浸出 液 ， 用 甘油 提取 脱脂 干粉 ， 
再 将 提取 液 溶 于 水 。 以 上 提出 液 的 SDS-PAGE 图 上 都 有 d 和 e 二 条 带 (图 3 一 3,4) 
dy Mal, e 带 相近 于 。 带 。 用 CM- 纤 维 素 柱 层 析 ，d 和 e 组 分 不 为 0.45N NaCi 洗 
胶 ， 而 为 0.8M NaCl 洗 脱 ， 说 明 它 们 等 电 点 相似 ， 因 此 e 与 c (Mal) 分 子 量 相近 ， 
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Rl 不同 提取 方法 对 甜 蛋白 产 率 和 组 成 的 影响 


Table 1 Yields of sweet protein with different extraction and fractionation methods 


from de-lipid seed powder 





试验 编号 提取 溶剂 和 分 部 方法 产量 Yield (mg/g) * 总 产 率 Total 
Test No Solvent and fractionation MaI Mal Yield (96) 
磷酸 缓冲 液 
1 pH6.2, 0.1N phosphate buffer 1.0 4.8 0.58 
2 pH 2 AREE 34.8 18.3 5.31 
甘油 水 溶液 
3 10% aqueous glycerol 32,8 19.5 5.23 
4 20% ii fu BE at RR DE PE 
60% RUN BE Bit RR Ek Vi VE 
Extracting with 20% saturation 
and precipitating with 60% 44.7 10.7 5.54 
saturation of ammonium sulphate 
丙酮 水 溶液 
5 50% aqueous acetone 124.0 15.3 13.93 
6 50% ”再 坪 水 溶液 提取 ，pH10 沉 演 
Extracting with 50% aqueous 89.0 14.0 10.30 


acetone and then precipitating at pH 10 


# 注 : 以 1 克 种 子 脱 脂 干 粉 加 20mil 提取 溶剂 提取 ， 经 CM- 纤 维 素 柱 层 析 分 离 所 得 甜 蛋 白 mg 数 。 
x Note; Sweet protein (mg) was extracted with 20 ml of solvent and separated through CM- cellulose 
column. 


e Num 图 5 。 马 槟 郴 甜 蛋白 Ma In Ma EISSDS-PAGEUEE 
图 中 1, 5: ARPT 5 如 经 水 浸泡 12 小 时 ， 用 醋酸 酒精 01:20 Al 
定 24 小 时 ， 脱 脂 , 水 提取 ， 显 示 d 带 (Mai)。 
3 ， 脱 脂 干 粉 用 甘油 提取 ， 提 取 液 与 水 混合 ， 显 示 4 带 (Ma 工 ) 
和 e 带 (Maf). 
4 :去 壳 种 子 用 水 浸泡 4 天 ， 水 浸出 液 显示 d A (Mal) fie 
i (Maf) 。 
: 由 4 项 种 子 的 水 浸出 液 通过 羧 甲 基 纤 维 素 柱 层 析 ，0.8 凡 
NaCl 洗 脱 组 分 ， 显 示 d 和 e 带 (MaI 和 Ma 下 ) 。 

Fig: 3 Identification of sweet protein Ma] and Mağ on SDS- 
anr ll PAGE. 1and5 :In extract from the de-lipid seed powder after 
seed being soakedain water for 12 h at 5 and then in the mixtu- 
re of acetate and ethanol (1 : 3) for 24 h. band d (Ma D 
was showed. 3; In extract from de-lipid powder with aqueous 
glycerol, bandfd (Mal) and e (Mag) were showed. 4; In extr- 
act from seeds with water for 4 days, band d and e were sho- 
wed. 2; In the 0.8 N NaCl elution fraction on CM- cellulose 
column of the extract mentioned in 4, bands d and e (Ma J 
and Mag) were showed, 


to 
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但 等 电 点 不 同 ， 称 。 为 Ma 下 。 如 果 去 壳 种 子 在 8 "C 左 右 浸 泡 12 小 时 ， 用 酒精 醋酸 (3 : 
1) 固定 液 固定 24 小 时 ， 其 脱脂 干粉 用 水 提取 就 只 能 得 到 Mal (图 3 一 1,5)。 这 说 明 
e 组 分 是 与 提取 过 程 有 关 ， 但 其 来 源 尚未 确定 。 

5. 分 子 量 

JH SDS-PAGE 测定 分 子 量 结果 (图 4) ， 甜 蛋白 Mal 分 子 量 为 11600， Mal% 
10400，Ma 下 为 10200。 由 氨基 酸 组 成 分 析 推 算 结果 ( 表 2) , Mal X11611, Mal 为 
9980。 以 上 二 种 方法 测定 结果 相近 。 用 Sephadex G50 凝 胶 过 滤 法 ，Ma I 和 Ma 工 难以 
清晰 分 离 ， 但 仍 确定 Ma I 分 子 量 大 于 Ma I 。 用 聚 丙 烯 酰胺 梯度 电泳 测定 结果 (图 7 )， 
Ma I 相近 于 SDS-PAGE 法 测定 值 ， 但 Ma I 的 测定 值 偏 小 ， 反 而 小 于 Ma， 可 能 是 
该 法 测定 中 仍 不 能 消除 蛋白 质 等 电 点 对 迁移 率 的 影响 ， 导 致 Ma I 迁移 率 偏 大 。 

从 以 上 不 同方 法 测定 结果 ， 虽 略 有 差别 ， 但 可 以 认为 ， 甜 蛋白 分 子 均 为 单 链 而 无 亚 


基 结 构 。 


o 图 4 BIRRE AH Ma I.MaT.MaE 6527 
em fz FHSDS- PAGEA W E. 

Fig. 4 Determination of molecular weight of 
° : Mal, Mal and Mağ in SDS-PAGE. 
DRE ae c Standard proteins S; Lysozyme (14400), 
Soybean Trypsin Inhibitor (21500) , 
Carbonic Anhydrase (31000), Ovalbumin 
(45000), BSA (66200) , Phosphorylase 
B (92000). Sweet protein; MaI (O, 
11600) ,Ma 了 (A10400),Ma (C, 10200, 
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4. 光 谱 特 性 


甜 蛋 白 Mal MaI 的 紫外 光谱 明显 不 同 (H5) , Ma1 主要 吸收 峰 在 280 nm, 
此 外 在 288.5nm 和 274.5nm 有 两 个 状 ， 明 显 为 色 氨 酸 的 特征 紫外 光谱 8 此 外 在 260nm 
左右 也 可 见 茶 丙 氮 酸 吸收 。 以 上 与 Ma T 的 氨基 酸 组 成 有 茶 丙 氨 酸 和 色 氨 酸 而 无 酷 氨 酸 
一 致 (2), Mal ELS =8.31。 甜 蛋白 Ma T RICA BABE A Mm 


收 ， 主 峰 278 nm， 玉 1% =6,.55， 未 见 有 明显 的 色 氨 酸 吸收 (图 5) ， 虽 然 Ma I 也 有 色 
氨 酸 残 基 ( 表 2) 。 

Ma I 和 Ma 工 在 280nm 激 发 光 的 蒙 光 光 谱 均 显示 色 氨 酸 的 特征 蒙 光 (峰值 355nm) , 
Ma I 的 萤 光 光谱 也 有 了 酷 氨 酸 莹 光 (峰值 300nm) , (AA, BR, KAR 吸 收 的 光 能 
传 给 色 氨 酸 而 呈现 色 氨 酸 萤 光 567。 萤 光 光 谱 中 峰值 280 nm 的 吸收 峰 可 能 是 Ragleigh ty 
射 光 。 

5. 氨 基 酸 组 成 

由 表 2 WERE, Malle Mal 减少 了 19 个 氨基 酸 残 基 ， 即 ，Pro[6 ]，LYsC 2 ]， 
Gly (23, Val [2]，Arg [2]，His[1]，Thr (13, Tyr (23, Leu £13, W 
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图 5  IOMEHURESÉSEEANDUEOUR RU ÉDUOGN, pH 4.5 醋酸 缓冲 流 , 曲线 C 为 Ma T, d 为 Ma TI ELS. 


Ma I 6.55, Maf 8.31。 萤 光 激发 光波 长 280nm。 
Fig. 5 UV spectrum and fluorescence spectrum of the sweet protein. In pH 4.5 acetate buffer, Mal 
(d, E1% =6. $5; Ma Į (c) ,El =8. 31. The exciting light wavelength of fluorescence was 
280nm. 


jt, Mal 24 Thr, Lys Tyr, (8Ma I i£ Ma T & Phe (12, Asp C2 Jffi Hle( 12, 
这 二 个 甜 蛋白 都 没有 甲 硫 氨 酸 和 丝氨酸 。 它 们 绝 大 部 分 即 80 个 氨基 酸 残 其 是 共同 的 ， 其 
中 最 多 的 是 Arg，Glx 和 Pro, 
| 6.SH 基 和 双 硫 键 
用 DNTB RAR OTR A SHE (<10 M/M) ， 即 使 在 变性 
剂 8 M 尿素 或 0.4% SDS 存在 下 也 是 如 此 。 l 
在 8 M 尿素 存在 下 用 统 基 乙醇 进行 还 原 裂 解 反应 ， 反 应 产物 通过 Sephadex G 25 PR 
去 变性 剂 和 还 原 剂 时 ， 由 Ma I 得 到 一 个 蛋白 质 洗 脱 峰 d' ( 见 图 6) , Bens Teme AE 
纤维 素 柱 上 为 0.2V NaCl 所 洗 脱 ， 其 紫外 光谱 完全 同 于 Mal, Æ SDS-PAGE 图 上 与 
Ma 工 相 重合 ， 即 分 子 量 约 为 104， 但 它 在 育 丙 烯 酰胺 梯度 电泳 图 上 〈 见 图 7) ， 亦 即 在 
不 解 离 为 亚 基 的 情况 下 ， 分 子 量 约 为 1.8 x 104， 为 Ma 工 的 二 倍 ， 是 二 聚 体 。MaI 经 还 
原 裂解 处 理 后 通过 Sephadex G 25 得 到 二 个 洗 脱 峰 C MC,’ (图 6)， 在 CM- 纤 维 素 
HE, C,^30.2.N. NaCl 洗 脱 ，Cs 为 0.4 N NaCl 洗 脱 ， 它 们 的 紫外 光谱 完全 同 于 Ma 
I， 在 SDS-PAGE 图 上 都 是 分 子 量 为 104 的 蛋白 带 ， 但 是 在 聚 丙烯 酰胺 梯度 电泳 图 上 
(图 7) ，C:' 的 分 子 量 约 为 104， 与 MaE 相同 ， 而 C; 分 子 量 约 为 2 X104， 为 MaI 
的 二 倍 。 显 然 ， 部 分 MaI 成 为 二 聚 体 。Ma f 和 Ma 工 经 还 原 裂 解 处 理 后 的 产物 均 无 甜 
味 。 
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表 2 Gi AMa I 和 Ma 下 的 氨基 酸 组 成 


Table2 Amino acid composition of sweet protein Ma I and Ma Į 








氨基 酸 种 类 样品 中 氨基 酸 含量 每 毫克 样品 氨基 酸 nM 氨基 酸 残 基数 1) 
Amino acid Content (94) Content(uM) per mg Number of amino acid residues 
MaI Mal Ma]  ' Mal MaI MaI 
Asp 4.03 6.63 0.31 0.50 4.8(5) 6.5(7) 
Thr 0.72 0 0.06 0 0.9(1) 0 (0) 
Ser 0.25 0.13 0.02 0.01 0.4€0) 0.20) 
Glu 18.29 19.68 1.12 1.84 17.8(18) 17.418) 
Gly 2.19 1.88 0.29 0.25 4.6(5) 3.2(3) 
Ala 3.91 4.83 0.44 0.54 7.0(7) 7.0(7) 
Cys 4.03 4.57 0.33 0.38 5.3(5) 4.9(5) 
Val 3.34 2.91 0.29 0.24 4.55) 3.1(3) 
Met 0.30 0 0.02 0 0.3(0) 0 (0) 
Ile 2.53 3.95 0.19 0.30 3.1(3) 3.9(4) 
Leu 7.18 8.31 0.54 0.63 8.7(9) 8.2(8) 
Tyr 2.07 0.37 0.12 0.02 1.8(2) 0.3(0) 
Phe 3.22 4.64 0.20 0.28 3.1(3) 8.6(4) 
Lys 1.96 0.39 0.13 0.03 2.1(2) 0.3C0) 
His 2.65 1.71 0.17 0.11 2.7(3) 1.5(2) 
Arg 17.37 18.13 1.00 1.04 15.9 (16) 13.5(14) 
Pro 10.47 6.75 0.91 0.59 14.4 (14) 7.6(8) 
Try 1.50 1.87 0.07 0.09 1.2(1) 1.2(1) 
NH; 0.87 1.83 0.57 1.08 9.1(9) 13.8(14) 
合计 Total 86.93 88.48 — | — 99 84 
4 T BMW?) = 一 一 11611 9980 





WÈ: 1) 以 Ala 的 残 基 数 7.0 为 基数 计算 。2 ) 根据 氨基 酸 残 基数 计算 ，NHs 以 酰胺 处 理 。 
Notes; 1) Calculated on basis of being 7 of Ala residues. 
2) Calculated on basis of amino acid residue number. 
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8 ” 马 槟 构 希 蛋白 经 还 原 裂解 处 理 的 反应 液 经 Sephabdex G 25 柱 的 洗 脱 曲线 。 左 : gh E aMal od’. 
1i: 由 Ma 下 得 Ci 和 Ca 二 个 蛋白 组 分 。 了 为 琉 基 乙醇 吸收 峰 。 
Fig. 6 Gel filtration patterns of the reductive cleavage products of Ma I (left) and Ma] (right). 
Elution fraction d’ was from Ma [, fractions Cy’ and C2’ were from Ma]. Fraction m was 
B-mecraptoethanol. 
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1 2 5 4 5 6 7 “ 马 槟 宛 甜 蛋白 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 梯 度 电泳 。 ”图 中 
3 :标准 蛋白 核糖 核酸 酶 〈(MW13500) MAZEE EI 
酶 抑制 齐 (MW21500) 的 混合 物 ; 1. HA Ma 
I; 2.MaI; 4、5:MaI 经 还 原 裂解 处 理 的 产物 
Cy ACz; 6:Mal 经 还 原 裂解 处 理 的 产物 d”( 见 
图 6) 。 Ci 和 d/ 的 分 子 量 分 别 是 Mal 和 Mal 的 
— MHo 
Fig. 7 Gradient -PAGE pattern of Sweet protein. 
3 :The mixture of standard proteins, ribon- 
uclease (MW 13500), soybean trypsin inhi- 
bitor (MW 21500. 1: Ma, 2: MaI.4; 
5: The components ci’ and cz” from Ma] 
respectively. 6: The d’ from Mal. (see 
Fig. 6) The ci’ and d’ were double the 
molecular weight of the Maf and MaI 
respectively. 





D EIR DLL, XAIDEDNNSUETIACTISON RE, 分 子 内 部 的 5 ASAE CARTEL Z 
少 形成 二 对 双 硫 键 ， 当 经 过 还 原 裂解 后 除去 变性 剂 和 还 原 剂 时 ， 不 能 复原 ， 而 在 二 个 分 
子 间 形成 双 硫 键 成 为 二 聚 体 ，Ma I 比 Mal 更 易 发 生 这 种 现象。 可 以 推论 ， 分 子 内 部 的 
双 硫 键 对 甜 味 性 质 是 重要 的 。 


从 马 檬 梯 种 子 可 分 离 出 二 种 甜 蛋 白 成 分 ，Ma I 分 子 量 11600， 等 电 点 11.8; Mal 
分 子 量 10400, 等 电 点 11.3。 在 提取 过 程 中 可 能 产生 Ma HL, 4 3-510200, 等 电 点 约 11.8。 
它们 都 是 单 链 。 比 较 氨 基 酸 组 成 ， 推 测 Ma 是 Mal 丢失 一 条 富 于 膊 氨 酸 的 端 肽 链 ， 
经 过 修饰 产生 的 。 它 们 共同 有 由 80 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 多 肽 链 ， 这 决定 共有 的 甜 味 性 
质 。 该 多 肽 链 未 能 测 出 有 自由 SH 基 ， 而 双 硫 键 的 存在 对 甜 味 是 重要 的 。 这 些 都 与 甜 蛋 白 
thaumatin 类 似 ， 但 马 楼 构 甜 蛋白 分 子 量 只 有 thaumatin H — PEA, 与 甜 蛋白 mo- 
nellin 分 子 量 相近 ， 但 特性 上 差异 较 大 37。 

马术 构 甜 蛋 白 在 去 壳 种 仁 中 含量 高 达 10% 以 上 ， 是 种 子 蛋白 的 主要 成 分 。 甜 蛋白 的 
提取 产 率 和 二 个 甜 蛋 白 的 相对 量 因 提取 条 件 不 同 而 显著 不 同 ， 根据 本 试验 结果 ， 推 论 在 
提取 过 程 中 甜 蛋 白 与 细胞 中 某 种 成 分 形成 不 易 溶 于 水 的 结合 状态 。 甜 蛋白 在 细胞 中 究竟 
以 何 种 状态 贮存 于 种 子 中 ， 值 得 进一步 研究 。 

根据 本 试验 结果 ， 我 们 前 文 < ?7 中 的 图 4 各 组 分 编号 应 与 本 文 图 1 各 色 带 相对 应 ， 
按 泳 动 距离 由 小 到 大 为 &E、a、f、b、c、d。 前 文中 图 5 的 c MAb. 


致谢 美国 Pennsylvania 大 学 R. H. Cagan 教授 寄 来 他 们 对 甜 蛋 白 monellin 研究 结果 的 一 
套 复 印 本 给 我 们 参考 ， 谨 致谢 意 。 
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STUDIES ON MABINLIN, THE SWEET PROTEIN FROM SEEDS 
OF CAPPARIS MASAIKAI 
I . COMPARISON OF MABINLIN I TO MABINLIN [ 


Hu Zhong, Peng Liping and He Min 


(Kunming Institute of Botany, Academia Sinica) 


Abstract Two components of sweet protein were saparated and characterized, 
mabinlin I (Ma I), the major one, with MW of 11600 and isoelectric point 
pl of 11.8, and mabinlin 1 (Ma]) with MW of 10400 and pl of 11.3. 
Another component mabinlin Y (MaE) with MW of 10200 and pl of about 


11.8 was found to be produced during the extraction, Ma] contains 84 amino 


acid residues that are fewer 15 amino acid residues than Ma I, of which 6 


residues are Pro, These proteins are all single polypeptide chains lacking Ser 


and Met, 80 amino acid residues are common in Ma] and MaT molecules in 


which Arg, Glx and Pro are dominant ones, No SH group was detected, After 


treatment of reductive cleavage with ®-mercaptoethanol in 8 M urea, these 


protein molecules were transformed into dimers and lost the sweet nature, 


The yield and the ratio of Ma] to Ma] extracted from the lipid-free 


10 : zm pP dd € 研究 . 71% 


一 
powder of decorticated seeds depended on the solvent used and the conditions of 
extraction, A highest yield of 13% was obtained in extraction with 50% aque- 
ous solution of acetone and saparation through CM-cellulose column chromato- 
graphy. While extraction with watar or 0.1M pH6.2 phosphate buffer the 
yield was less than 1% because of the less accessibility of the protein in combined 
state, 

Key words Capparis masaikai; Sweet protein 


